Oogenesis of Helobdella ampullariae (Hirudinida, Glossiphoniidae) by Gullo, Bettina S. & Lopretto, Estela C.
Neotropical Biology and Conservation
13(2):148-153, april-june 2018
Unisinos - doi: 10.4013/nbc.2018.132.06
This is an open access article distributed under the terms of the Creative Commons Attribution 4.0 International (CC BY 4.0), which permits reproduction, adaptation, and distribution 
provided the original author and source are credited.
Resumen
El conocimiento de la gametogénesis en Hirudinida es una herramienta importante que 
permite interpretar el ciclo reproductor. La ovogénesis de Helobdella ampullariae se des-
cribió en base a 30 hirudíneos recolectados en la cavidad paleal de Pomacea canalicula-
ta. Durante el proceso de ovogénesis se reconocieron siete etapas que fueron definidas 
considerando las transiciones nucleares de la línea germinal, las variaciones del diámetro 
núcleo-citoplasmático, presencia y evolución de las reservas. Se determinó que la ovogé-
nesis es un proceso sincrónico ya que todos los ovocitos se hallan en la misma etapa de 
desarrollo. Durante las fases de proliferación y meiosis el cordón ovárico incrementa su 
volumen y los ovocitos experimentan la profase de la primera división meiótica. Durante 
las etapas de previtelogénesis y vitelogénesis el ovocito I incrementa su talla. La primera 
fase de crecimiento ovocitario se relaciona con la incorporación de componentes celu-
lares de las células nodrizas (vitelogénesis incipiente) y la segunda con la formación de 
placas de vitelo (vitelogénesis avanzada). El período de post-puesta se caracteriza por 
la retracción de las paredes del ovisaco y por los procesos de reabsorción que afectan 
al cordón ovárico. El examen microanatómico permitió confirmar que la madurez sexual 
ocurre en el interior del molusco hospedador.
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Abstract 
The knowledge of the gametogenesis in Hirudinida is an important tool that allows the un-
derstanding of the reproductive cycle. Ovogenesis of Helobdella ampullariae was descri-
bed based on 30 leeches collected from mantle cavity and lung of Pomacea canaliculata. 
By means of histological analysis, seven stages were recognized during the oogenesis 
process, which were defined considering nuclear transitions of germ cells, cytoplasmic-
-nucleus diameter variations, presence and evolution of reserves. It was determined that 
oogenesis is a synchronous process, since all oocytes are in the same stage of develop-
ment. During the phases of proliferation and meiosis, the ovarian cord increases its volu-
me and the oocytes undergo the prophase of the first meiotic division. During the stages of 
previtelogenesis and vitellogenesis, the oocyte I increases its size within the framework of 
the vitellogenesis process. The first phase of oocyte growth is related to the incorporation 
of cellular components of the nurse cells (incipient vitellogenesis) and the second with the 
formation of yolk plates (advanced vitellogenesis). The post-laying period is characterized 
by the retraction of ovisaco walls, and by the reabsorption processes that affect the ova-
rian cord. The microanatomic examination allowed to confirm that sexual maturity occurs 
inside the host mollusk.
Keywords: histology, ovary, leeches.
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Introducción 
Varias especies de hirudíneos de la familia Glossipho-
niidae establecen asociaciones simbióticas con moluscos 
gasterópodos (Ringuelet, 1985; Vega et al., 2005; Negrete 
et al., 2007; De-Carli et al., 2014). Por lo general, son sim-
biontes facultativos y se asocian de manera temporal u opor-
tunista con sus hospedadores (Damborenea et al., 2017).
Helobdella ampullariae Ringuelet 1945 es el único 
hirudíneo que desarrolla todo su ciclo de vida como sim-
bionte obligado de gasterópodos principalmente Ampulla-
ridae, aunque su presencia también está documentada en 
Chilina fluminea (Maton 1811) (Ringuelet, 1985). Los 
estadios del ciclo de vida (adultos, adultos incubadores y 
juveniles) fueron hallados en el interior de la cavidad pa-
leal y pulmón de Pomacea canaliculata (Lamarck 1822) 
y esta asociación probablemente beneficia a los individuos 
que obtienen del hospedador alimento y protección (Dam-
borenea y Gullo, 1996). 
La ovogénesis en hirudíneos Glossiphoniidae se co-
noce en unas pocas especies de Glossiphonia (Aisenstadt, 
1964; Aisenstadt et al., 1964; Damas, 1964, 1977; Świą-
tek, 2005, 2006) y de Helobdella (Martínez Alós y García 
Corrales, 1988; Gullo, 1994, 1999), así como en Theromy-
zon rude (Baird 1863) (Fernández et al., 1992).
Dado que el conocimiento de la gametogénesis en hi-
rudíneos es una herramienta importante para interpretar el 
ciclo reproductor en función de los estadios de madurez 
sexual, el objetivo de este trabajo fue describir la ovogé-
nesis de Helobdella ampullariae teniendo en cuenta las 
transiciones nucleares de la línea germinal, las variaciones 
del diámetro núcleo-citoplasmático, presencia y evolución 
de las reservas.
Materiales y métodos
Para estudiar la ovogénesis de Helobdella ampullariae 
se emplearon 30 hirudíneos en diferentes estadios de ma-
durez sexual hallados en la cavidad paleal y pulmón de 19 
ejemplares de Pomacea canaliculata que fueran recolec-
tados en un canal artificial próximo a la desembocadura 
del Río de la Plata en el Balneario Bagliardi (Provincia de 
Buenos Aires, Argentina). Los hirudíneos fueron fijados 
en Bouin y Zenker e incluidos en parafina. Se obtuvieron 
secciones histológicas seriadas de 10 µm que fueron teñi-
das con hematoxilina de Meyer y eosina. De cada ejemplar 
se obtuvo la talla nuclear y citoplasmática de los elementos 
germinales (n = 15), teniendo en cuenta el diámetro menor 
y empleando ocular micrométrico.
Resultados
El sistema reproductor femenino de H. ampullariae 
consta de un par de ovarios cuya forma y dimensiones 
cambian a medida que progresa la ovogénesis. Cada ova-
rio está rodeado por un saco celómico especializado (ovi-
saco) conformado por un epitelio externo y uno interno. 
Esta doble capa está constituida por células planas de tipo 
mesotelial separadas por tejido conjuntivo (Figura 1A). 
El ovisaco rodea una cavidad llena de fluido hemocelómi-
co donde se halla contenido el cordón ovárico, conforma-
do por células germinales y células nodrizas rodeadas de 
una capa de células foliculares. Cada célula nodriza está 
unida a una masa central denominada citóforo o raquis el 
cual conecta los ovocitos en crecimiento. 
En H. ampullariae se reconocieron siete etapas du-
rante el proceso de ovogénesis: I y II (proliferación y 
meiosis), III a VI (previtelogénesis y vitelogénesis) y VII 
(post-puesta). 
Etapa I
En el cordón ovárico se observan ovogonias rodea-
das de una capa de células foliculares. Las ovogonias se 
multiplican activamente por mitosis sucesivas, las cua-
les incrementan en forma gradual el volumen del cordón 
ovárico. Estas células presentan núcleo esférico con la 
cromatina de disposición perinuclear. El nucléolo es sub-
central. La talla nuclear promedio es de 4,28 µm ± 0,35 
(n = 15) (Figuras 1A-B). 
Etapa II
Después de varias divisiones mitóticas, las células ger-
minales experimentan la profase de la primera división 
meiótica. La etapa se caracteriza por un incremento de la 
talla nuclear media de 5,4 µm ± 0,31 (n = 15), una conden-
sación de la cromatina – que se presenta muy basófila – y 
la desaparición del nucléolo (etapa zigotene o paquitene de 
la profase de la primera división meiótica). Los elementos 
germinales no se diferencian de aquellos que van a desem-
peñar una función trófica (Figura 1C).
Etapa III
En la periferia del cordón ovárico comienzan a diferen-
ciarse los elementos germinales (ovocitos) de aquellos que 
cumplirán un rol nutricio (células nodrizas). El ovocito in-
crementa gradualmente su talla núcleo-citoplasmática (ta-
lla nuclear promedio: 7,6 µm ± 1,33; talla citoplasmática 
promedio: 16,3 µm ± 2,22; n = 15). Los ovocitos se hallan 
en previtelogénesis. Aún no son evidentes los gránulos de 
vitelo si bien se observa basofilia en el citoplasma (auto-
síntesis). Las células nodrizas presentan una talla nuclear 
de 5,4 ± 0,31; n = 15. Se observan algunos celomocitos en 
el interior del ovisaco (talla nuclear media es 3,31 µm ± 
0,38; talla citoplasmática promedio: 6,16 ± 0,31; n = 15) 
(Figura 1D).
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Figura 1. Helobdella ampullariae. A-E: Sección transversal del ovisaco y etapas de la ovogénesis: A-B: Etapa I (Proliferación), C: Etapa 
II (meiosis), D: Etapa III (previtelogénesis), E: Etapa IV (vitelogénesis incipiente). Celomocitos (c), célula folicular (cf), citóforo (ci), células 
nodrizas (cn), cordón ovárico (co), luz del ovisaco (lo), mitosis (m), nucléolo (nu), ovogonia (og), ovocito en previtelogénesis (op), ovocito 
en vitelogénesis incipiente (ovi), ovocitos en zigotene/paquitene (ozp), puente intercelular (pc), pared del ovisaco (po). Escalas: 10 µm 
(A), 50 µm (B-E).
Figure 1. Helobdella ampullariae. A-E: Cross section of the ovisacs and oogenesis stages: A-B: Stage I (Proliferation), C: Stage II (meio-
sis), D: Stage III (previtellogenesis). E: Stage IV (incipient vitellogenesis). Celomocytes (c), follicular cells (cf), cytophore (ci), nurse cells 
(cn), ovary cord (co), ovisac cavity (lo), mitosis (m), nucleolus (nu), oogonium (og), previtellogenic ooocyte (op), incipient vitellogenesis 
oocyte (ovi), oocytes zigotene/ pachytene oocytes (ozp), intercellular bridge (pc), ovisac wall (po). Scale bars: 10 µm (A), 50 µm (B-E).
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Figura 2. Helobdella ampullariae. Sección transversal del ovisaco y etapas de la ovogénesis: A-F: Etapas V a VII de la ovogénesis: A-D: 
Etapas V y VI (vitelogénesis avanzada e impregnación hipodérmica). E-F: Etapa VII (post-puesta). Ciego digestivo (cd), célula folicular 
(cf), cordón ovárico (co), envoltura folicular (ef), epidermis ventral (epv), espermatozoides (ez), luz del ovisaco (lo), núcleo (n), ovocito 
en vitelogénesis avanzada (ova), picnosis (p), placas de vitelo (pv), tejido conectivo (tc), ventosa (ve), vitelo (v). Escalas: 100 µm (A-C 
y F), 50 µm (D-E).
Figure 2. Helobdella ampullariae. Cross section of the ovisacs and oogenesis stages: A-F: Stages V a VII of the oogenesis. A-D: Stages 
V and VI (advanced vitellogenesis and hypodermic injection). E-F: Stage VII (post-laying). Digestive caeca (cd), follicular cells (cf), ovary 
cord (co), follicular envelope (ef), ventral epidermis (epv), spermatozoa (ez), ovisac cavity (lo), nucleus (n), advanced vitelogenesis oo-
cyte (ova), pyknosis (p), yolk plates (pv), connective tissue (tc), suck (ve), yolk (v). Scale bars: 100 µm (A-C y F), 50 µm (D-E).
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Etapa IV
La vitelogénesis tiene lugar en dos etapas. La primera 
fase de crecimiento ovocitario (vitelogénesis incipiente) se 
relaciona con la incorporación de componentes celulares 
de las células nodrizas registrándose granulaciones basó-
filas en la periferia del ovocito. En el interior del citóforo 
se observan algunos componentes de las células nodrizas 
(nucléolos) que son incorporados al ovocito en crecimien-
to a través de puentes citoplasmáticos. En el interior del 
ovisaco se reconocen celomocitos que en la siguiente eta-
pa formarán la envoltura folicular (Figura 1E).
Etapa V
Durante la segunda fase de crecimiento (vitelogénesis 
avanzada) el ovocito es rodeado por celomocitos que con-
forman la envoltura folicular (foliculogénesis). A medida 
que progresa la vitelogénesis en la periferia se observan 
granulaciones de vitelo acidófilas que formarán placas de 
vitelo, las que aumentan su tamaño en dirección al núcleo. 
Los ovocitos incrementan su talla núcleo-citoplasmática 
(talla nuclear promedio: 19 µm ± 1,79; n = 15; talla cito-
plasmática promedio: 116 µm ± 30,11; n = 15). Los celo-
mocitos se aplanan distendiéndose por el crecimiento de 
los ovocitos (Figuras 2A-B).
Etapa VI
Durante esta etapa progresa y culmina la vitelogénesis, 
el ovocito alcanza una talla máxima de 300 µm y se libe-
ra a la luz del ovisaco. En el cordón ovárico se observan 
núcleos en hipercromatosis y picnosis, lo cual indica que 
las células nodrizas son reabsorbidas (absorción directa, 
autólisis). Durante esta etapa se constató la presencia de 
espermatozoides en el tejido conectivo como resultado de 
impregnación hipodérmica (Figuras 2C-D).
Etapa VII 
Corresponde al período post-puesta que se caracteriza 
por la retracción general de las paredes del ovisaco – que 
evidencian mayor espesor – y por los procesos de reabsor-
ción que afectan al cordón ovárico. Durante esta etapa no 
se constató la formación de nuevos elementos germinales. 
Fue posible observar crías adheridas por la ventosa poste-
rior a la superficie ventral del progenitor (Figuras 2E-F). 
Discusión 
La estructura del ovario y ovogénesis de Helobdella 
ampullariae presenta similitudes a las observadas en otros 
hirudíneos Glossiphoniidae (Aisenstadt, 1964; Aisenstadt 
et al., 1964; Damas, 1964, 1977; Martínez Alós y García 
Corrales, 1988; Fernández et al., 1992; Gullo, 1994, 1999; 
Świątek, 2005, 2006). 
En la ovogénesis se han reconocido procesos de pro-
liferación y meiosis de células germinales, diferenciación 
del ovocito (previtelogénesis y vitelogénesis) y de reabsor-
ción de elementos germinales (post-puesta). Los dos pri-
meros fueron observados en otras especies de Glossipho-
niidae por Fernández et al. (1992) y Świątek (2005, 2006), 
en tanto el de reabsorción que afecta al ovario post-puesta 
lo fue por Gullo (1994, 1999). En Helobdella ampullariae, 
se observó actividad mitótica de las ovogonias en el inte-
rior del cordón ovárico durante la etapa de proliferación 
tal como lo hiciera Gullo en H. triserialis (1994) y en H. 
hyalina (1999). 
En H. ampullariae la ovogénesis es un proceso sincró-
nico, ya que todos los elementos germinales del cordón 
ovárico experimentan la profase de la primera división 
meiótica. Sólo unos pocos manifiestan su potencial ger-
minal, en tanto los restantes desempeñan un rol nutricio. 
El proceso también es sincrónico en otras especies de Glos-
siphoniidae (Gullo, 1994, 1999; Świątek, 2005, 2006). 
El crecimiento del ovocito en H. ampullariae se pro-
duce por incorporación de componentes celulares de las 
células nodrizas (vitelogénesis incipiente) y por el aporte 
de sustancias durante el proceso de foliculogénesis (vite-
logénesis avanzada). 
La vitelogénesis incipiente tal como se ha descrip-
to antes, ha sido observada también en otras especies de 
Helobdella (Fernández et al., 1992; Gullo, 1994, 1999) 
donde los componentes celulares son incorporados al ovo-
cito a través de puentes citoplasmáticos que lo vinculan 
con el raquis. En Glossiphonia heteróclita Świątek (2005, 
2006) constata que existen conexiones citoplasmáticas que 
vinculan al ovocito y a las células nodrizas con el raquis. 
También describe células foliculares intercaladas entre las 
células nodrizas que intervienen en el crecimiento del ovo-
cito, células que no fueron observadas en H. ampullariae. 
La vitelogénesis avanzada fue registrada en otros gé-
neros de Glossiphoniidae (Fernández et al., 1992; Gullo, 
1994, 1999; Świątek, 2005, 2006). En H. ampullariae se 
inicia con la formación de la envoltura folicular y a di-
ferencia de otros Glossiphoniidae participan celomocitos. 
En H. ampullariae, la presencia de gránulos de vitelo aci-
dófilos en la periferia del ooplasma y el sentido centrípeto 
de desplazamiento de las placas de vitelo sugieren que los 
celomocitos aportan nutrientes al ovocito en crecimiento. 
La naturaleza exógena del vitelo se constató en otras espe-
cies de Helobdella (Gullo, 1994, 1999) y también ha sido 
documentada en crustáceos (Charniaux-Cotton, 1985; Lo-
pretto y Gullo, 2017). En H. ampullariae la basofilia ob-
servada en el ooplasma durante la previtelogénesis sugiere 
autosíntesis. Con respecto al origen del vitelo, Aisenstadt 
(1964), Fernández et al. (1992) y Świątek (2005, 2006) 
proponen un mecanismo mixto para su formación: auto-
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síntesis y heterosíntesis. La vitelogénesis mixta es típica 
de anélidos y otros invertebrados (Olive, 1983; Eckelbar-
ger, 1994). 
En H. ampullariae fueron observados procesos de re-
absorción directa en el cordón ovárico como ocurre en H. 
triserialis y H. hyalina (Gullo, 1994, 1999); durante esta 
etapa se observan células con núcleos heterocromáticos 
y picnóticos. En H. triserialis y H. hyalina Gullo (1994, 
1999) detectó procesos de reabsorción reaccional, durante 
los cuales intervienen los fagocitos eliminando los rema-
nentes celulares, que no se constataran en H. ampullariae.
La presencia de ovocitos en madurez avanzada en el 
interior del ovisaco y de espermatozoides en el tejido co-
nectivo indica la existencia de individuos sexualmente ma-
duros en el interior del molusco hospedador.
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